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(54) Biocapteur electrochimique. 

©Biocapteur electrochimique constitue tfune f 'ectrode 
monccorpTcomprenant une anode et une cathodejjn env 
bout muni dune perforation centrale et d une membrane 
nUitrrpeVmettantla diffusion du ^S^fS^SS- 
mit£ du 1 caoteur le b ocapteur renferme dans I espace ais- 
ponible "Se VernW et le corps de relectrode • etevo«- 
nlnt l electrode de travail des enzymes .mmob ses^ur 
des particules de potymere non soluble dans le milieu reac 

^UUHsation pour le dosage de substrats organiques libe- 
rant par reaction enzymatique de I eau oxygenee. 
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BIOCAPTEUR ELECTROCHIMIQUE 



La presente invention a pour objet un biocapteur const itue d'une electrode 
enzymatique et son application pour le dosage de substrats organiques. 
II est connu de doser le glucose par exemple 2t l'aide d'un capteur 
amperometrique a H2O2 plonge dans une cuve dans laquelle est real i see 
Toxydation enzymatique du glucose en acide gluconique avec liberation de 
H2O2 ; la quant ite de H2O2 formee est directement proportionnelle a la 
quantite de glucose raise en oeuvre. L'H202 est detectee amperometri- 
quement : une difference de potentiel (ddp) fixe, d'environ 600 mV, entre 
une electrode de travail (platine) et une electrode de reference (Ag/AgCl) 
perraet Toxydation electrochimique de H2O2 sur V anode de platine ; une 
variation de courant anodique proportionnelle a la concentration d'H202 
formee par la reaction enzymatique peut etre ainsi mise en evidence sur un 
enregistreur. Une telle methode faisant intervenir un enzyme relativement 
peu fragile comme la glucose oxydase est parti culierement performante. 
Par contre celle-ci est mal adaptee aux dosages faisant intervenir des 
enzymes fragiles entrainant des phenomenes d'inactivation ou d'interaction 
entre substrat et produit de la reaction enzymatique. II en est ainsi du 
dosage du pyruvate a Vaide de la pyruvate oxydase. En effet il a ete 
constate que le substrat (pyruvate) et Teau oxygenee formee ihteragissent 
avec formation d 7 un peracide, 

R - CO - C00H + H00H * R - CO - CO3H + H2O 

Si la pyruvate oxydase est introduite dans la cuve de mesure, l 7 eau 
oxygenee formee reagit rapidement avec le pyruvate ; il en r£sulte une 
diminution de la concentration des deux especes dans la cuve ; le dosage 
est alors inexact. 

La demanderesse a resolu ce probleme en introduisant les enzymes a 
Tint6rieur du capteur electrochimique. 
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Selon invention il s'agit d'un biocapteur electrochimique constitue d une 
electrode monocorps comprenant une anode et une cathode, et se fixant a 
Vextrdraite du capteur, d'un embout muni d'une perforation centrale et 
d'une membrane neutre pennettant la diffusion du substrat, biocapteur 
caracterise en ce qu'il renferme dans Vespace disponible entre 1 embout et 
le corps de Velectrode et avoisinant Velectrode de travail" des enzymes 
immobilises sur des particules de polymere non soluble dans le milieu 

reactionnel. . 
Le biocapteur de V invention base sur une detection amperometrique est tout 
particulierement interessant pour le dosage de substrats organiques 
UMrant par reaction enzymatique de l'eau oxygenee. L'»electrode de 
travail", Vanode, est constituee d'un disque de platine ou se realise la 
reaction electrochimique. . 
L'electrode de reference, la cathode, est constituee d'un fil spirale 
d' argent recouvert de chlorure d' argent. 

Un electrolyte present dans Vespace entre Vembout et le corps de 
Velectrode assure la conductivity entre Vanode et la cathode ; la 
presence de chlorure de potassium dans Velectolyte assure la chloruration 
permanente de 1 'electrode de reference. 

Le corps et 1 'embout de Velectrode sont de preference en resine 
synthetique du type polychlorure de vinyle. 

La membrane est neutre ; elle peut etre constituee en fibres ^hetiques 
(polyester, polyamide. . .) ; son epaisseur est general ement de 1 ordre de 
50 a 150 micrometres avec un diametre de pores inferieur a celui des 
particules de polymere et generalement de Vordre de 0,1 a 0,8 micrometres. 
Les polymeres pouvant constituer les particules support derivent de 
monomeres non miscibles a l'eau (c'est-a-dire de solubilite dans 1 eau 
inferieure a .5 % en poids). 
Parmi ces monomeres on peut citer : 

- les monomeres vinyl aromatiques (styrene, vinyltoluene. . .) 

- les alkylesters d'acides a-p insatures (acrylates et methacrylates 

de methyle, ethyle...) m 

- les esters d'acides carboxyl i ques insatures (acetate de vinyle...) 

- le chlorure de vinyle ; le chlorure de vinyl idene 

- les dienes (butadiene...) 

- ceux presentant des fonctions nitriles (acryl nitrile...) 

- les siloxanes. 
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La composition monomere dont derive ledit polymere contient en outre 
jusqu'a 10 % de son poids (de preference jusqu'a 4 % de son poids) d'au 
moins un monomere portant des groupes ionogenes ou reactifs tels que : 

- S0 3 H, - OSO3H, — NR3, - COOH, - OH, - NH 2 , - NR 2 , - CH-CH 2 , - 0 CH 2 C1, - 



C0NH 2 , - SH, -^N, - COOR, - PO(OR) 2 , 0 
R representant un radical alkyle en CI - C4, de preference en CI - C2 

A titre d'exemple on peut citer : 

- le vinyl benzene sulfonate, les sul foal kyl esters d'acides insatures 

(2-sul f o<§thylmethacryl ates . . . ) 

- les acides carboxyliques insatures (acide acrylique, met h aery li que, 

maleique, itaconique. . . ) 

- les hydroxyal kyl acryl ates ou raethacrylates (acrylate d'hydroxy- 

ethyle, hydroxypropyle. . .) , — 

- les ami noal kyl esters d'acides insatures ( 2 -arainoethylmethacry- 

late...) 

- 1' acryl amide 

- le chlorure de vinyl benzene 

- le methacryl ate de glycidyle. 

Lesdites particules de polymere peuvent presenter une granulometrie de 
l'ordre de 0, 2 a 2 0 microns et de preference de Tordre de 0,2 a 3 microns. 
Une variante consiste a utiliser comme particules support des particules 
polymere non hydrosoluble raagneti sable. 

Les particules de polymere magnet i sable contiennent de 0,5 a 70 % en poids 
(de preference de 5 a 50 %) d'une charge magnet i que dont la taille est 
inferieure a 1 p et de preference comprise entre 0, 002-0, 0 2 pm ; la charge 
magnetique est bien evidemment suffisamment fine pour pouvoir etre incluse 
dans les particules de polymere. Cette charge magnetique peut etre 
constitute par exemple par : 

- des metaux ou leur alliages tels que : fer, fer-silicium, nickel, 
cobalt, samarium ou leurs alliages avec du molybdene, du chrome, du cuivre, 
du vanadium, du manganese, de Valuminium, du titane, neodyme... ; 
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- des oxydes de fer : Fe30$ ou r-Fe203 pur ou en combinaison ou en 
melange avec d'autres oxydes comrae les oxydes de cobalt, manganese, zinc, 
baryura, terres rares ; 

- du dioxyde de chrome. 

Les parti cules de polymere magnet i sable peuvent etre obtenues sous forme de 
latex selon des procedes connus par exemple selon les proced6s decrits dans 
le brevet europeen n* 38*730 ou le brevet americain n # 4-157.323. 
L' immobilisation des enzymes sur les parti cules de polymere magneti sable ou 
non magnetisable peut etre realisee par adsorption ou bien par couplage, la 
reaction de couplage faisant intervenir les groupes superficiels rSactifs 
ou fonctionnels du polymere et les groupements fonctionnels de 1 'enzyme a 
fixer. 

La reaction de couplage peut etre realisee selon des methodes bien connues 
par exemple en faisant appel le plus souvent a 1 'activation des fonctions 
du polymere en utilisantdes agents de couplage (diazotation, bromure de 
cyanogene, chlorure de tosyle, glutaraldehyde, carbodiimide hydrosoluble, 
N-hydroxybenzotriazole...) avec ou sans 1 'util isation de spacers du type 
1-6 diaminohexane, polysaccharide..., puis reaction avec 1 'enzyme a fixer. 
Des exemples de reactions de couplage sont donnes dans les brevets 
americains n° 3.857.931, 4.045.384, 4.140.662, 4.046.723, 4.421.896, 
anglais n* 2.004.892, frangais n* 2.331.567, 2.345.459, 2.378.094, europeen 
n° 15.841... 

Le protocole d' immobil isation doit etre adapte en fonction des 
caracteristiques propres de Venzyme utilise (pH optimum, activite 
specifique. . .) 

La quant ite d' enzyme immobilisee sur les parti cules de polymere est 
generalement de Tordre de 10 a 500 unites d'enzyme par gramme de polymere 
(de preference de 100 a 200). 

Le biocapteur faisant I'objet de 1 'invention etant particul ierement 
interessant pour les dosages de substrats organiques liberant par reaction 
enzymatique de Teau oxygenee, les enzymes mis en oeuvre sont en 
particul ier les oxydases comme par exemple : 

- la lactate oxydase pour doser le L-lactate 

- la glucose oxydase pour doser le glucose 

- la pyruvate oxydase pour doser le pyruvate 

- 1'alcool oxydase pour doser les al cools courts (methanol, ethanol , 
propanol . . .) 
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Lors de son utilisation, le biocapteur relie a un polarostat imposant une 
difference de potentiel entre Vanode et la cathode, est plonge dans une 
cuve thermostatee (general eraent vers 30') contenant le substrat a doser. 
Les enzymes immobilises a Vinterieur du biocapteur ne pouvant diffuser a 
Vexterieur de V electrode, Veau oxygenee se forme au voisinage de 
Vanode. 

Dans le cas du pyruvate le schema react ionnel est le suivant : 
pyruvate+02+phosphate pyruvate oxydase , acetyl phosphate+C02+H 2 02 

La quantite de H 2 0 2 forroee est directement proportionnelle a celle du 
pyruvate present. 

L'eau oxygenee, au fur et a mesure de sa formation, est oxydee a Vanode 
selon la reaction 

ddp (+ 500 mV) 

H 2 o 2 ~ > °2 + 2H+ + 2e- 

Ag/Ag Cl/Cl- 

Un enregistreur relie au polarostat permet de lire la variation du courant 
en fonction du temps. 

La mime operation rdalisee avec un biocapteur classique (ne renfermant pas 
Venzyme immobilise) plonge dans une cuve contenant du pyruvate et de la 
pyruvate oxydase immobilisee sur des particules de polymere ne peut 
conduire a un dosage satisfaisant du substrat car ce dernier interagit sur 
Veau oxygenee formee. 

La mise en oeuvre de ce biocapteur est aisee et rapide ; celui-ci peut §tre 
reutil ise. 
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REVENOICATIONS 



1) Biocapteur electrochimique constitue d'une electrode monocorps 
comprenant une anode, une cathode, et se fixant h Textr6mite du capteur, 

5 d'un embout muni d'une perforation central e et d'une membrane neutre 

perraettant la diffusion du substrat, biocapteur caract6ris6 en ce qu'il 
renferme dans Tespace disponible entre 1 'embout et le corps de 1 'electrode 
et avoisinant 1' electrode de travail des enzymes immobilises sur des 
particules de polymere non soluble dans le milieu reactionnel. 

10 

2) Biocapteur selon la revendication 1 caracterise en ce que T electrode de 
travail est V anode et en ce qu'elle est constitute d'un disque de platine. 

3) Biocapteur selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que 
15 1 'electrode de reference est la cathode et en ce qu'elle est constitute 

d'un fil d' argent recouvert de chlorure d' argent. 

4) Biocapteur selon Tune quelconque des revendi cations precedentes 
caracterise en ce que les particules de polymere sur lesquelles sont 

20 immobilises les enzymes derivent d'une composition monomere non miscible a 

1'eau contenant jusqu'a 10 % de son poids d'au moins un monomere portant 
des groupes ionogenes ou reactifs- 

5) Biocapteur selon la revendication 4 caracterise en ce que les 
25 particules de polymere ont une granulometrie de Vordre de 0,2 a 20 

microns. 

6) Biocapteur selon la revendication 5 caracterise en ce que les 
particules de polymere contiennent de 0,5 a 70 % de leur poids d'une charge 

30 magneti sable. 

7) Biocapteur selon Tune quelconque des revendi cations precedentes 
caracterise en ce que la quant ite d' enzyme immobilisee sur les particules 
de polymere estde I'ordre de 10 a 500 unites d'enzyme par gramme de 

35 polymere. 

8) Utilisation du biocapteur faisant 1'objet de Tune quelconque des 
revendi cations precedentes pour le dosage de substrats organiques liberant 
par reaction enzymatique de Teau oxygenee. 



REPUBLIQUE FRANCAISE 



2656423 



N° d'enregistrement 
national 



INSTITUT NATIONAL 
dela 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

etabli sur la base des dernieres revendications 
deposees avant le commencement de la recherche 



FR 
FA 



8917069 
435872 



Categorie 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Revecdi cat tons 
coned ixkes 



Citation da document avec indication, en cas de besom, 
des parties pertmentcs 



de la demande 



ANALYTICA CHIMICA ACTA 

vol. 213, 1988, AMSTERDAM NL 

pages 121 - 130; A.M1yabayash1 et al.: 

"An enzyme electrode based on electromagnetic 

entrapment of the blocatalyst bound to magnetic 

beads" 

* le document en entler * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 98, no. 19, 09 ma1 1983 
Columbus, Ohio, USA 

KURARAY Ltd.: "Polymer-coated supports for use 
as selective adsorbents, selective electrodes, 
or column chromatography stationary phases" 
&JP-A-57150433 

page 232; colonne 2; ref. no. 15743€T 

* abr£g£ * 

J EE JOURNAL OF ELECTRONIC ENGINEERING, 
vol. 23, no. 233, ma1 1986, TOKYO J P 
pages 80 - 87; N. Ichlnose: 
"Biosensors: today and tomorrow" 

* le document en entler * 

J.G.Schlndler et al . : "Bioelektrocheml sche 

Membrane 1 ektroden" 

1983, WALTER OE GRUYTER, BERLIN 

* pages 220 - 224 * 

ASAI0 TRANSACTIONS. 

vol. 32, no. 1, Jul Het 1986, HAGERSTOWN, M0 US 
pages 148 - 150; D.A.G0UGH ET AL. : 
"Short-term 1n vivo operation of a glucose 
sensor" 

* page 149; figure 1 * 

EP-A-1223 ( F.HOFFMANN-LA ROCHE & CO.) 

* le document en entler * 
& GB-A-2004892 



1-8 



1-3 



1-3, 8 



1. 4, 7, 



1. 4 



DOMAXNES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int. CL5 ) 



C12M 
C12Q 
GO IN 



□ 



Dale <Tad»e»noest de la recberefce 

23 A0UT 1990 



DE KOK A.0. 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : partlcnlierement pertinent a la! seal 

Y : particolierement pertinent en combinaison avec on 

antre document de la mesne categorie 
A : pertinent a. rencontre d'au moms nne revendlcatlon 

oa arricre-plan tedutologique general 
O : divulgation non-tcrite 

P : docmnent fntercalalre 



theorie on prtndpe a la base de ^invention 
document de brevet benefidant <Tnne date anterieare 
a la date de depot et qui n'a ete public qtfa cette date 
de depot on qu'a one date posterieore. 
: dte dans la demande 
cite poor d'aotres raisons 



A : nierobre dc la memc famflle, document correspondant 



